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【第２章】合成分子プローブを用いた内在性 NRPS の検出法の確立 
  A ドメインの厳密な基質特異性を利用する最大の特徴と利点は、リガンド認識駆
動により、リガンド部のアミノ酸に依存したラベル化が期待できることである。そ
こで、種々のアミノ酸をリガンド部に有するプローブを合成した。また、基質特異




 S(GS)合成酵素である GrsA 及び 1 つのタンパク質中に 4 つの A ドメインを有
する GrsB(A: L-Pro; L-Val; L-Orn; L-Leu)を標的とし、内在性 NRPS のラベル化実






【第３章】合成分子プローブを利用した NRPS 活性のプロファイリング 
 生産菌プロテオーム中の NRPS 活性を定量的に検出することは、NRPS 発現の
有無や時期だけでなくその動態·制御機構を理解することに繋がる。そこで、プロ
ーブを用いて内在性 NRPS 活性のプロファイリングを行った。まず、GS 生産菌及
び非生産菌の GS 産生と NRPS 活性の相関について検討したところ、GS 産生と 
NRPS 活性は良い相関を示し、本プローブが NRPS を指標とした天然有機化合物
生産菌の分別や最適培養条件の探索に応用可能であることが明らかになった。次
に、GS 生産菌増殖過程における GrsA 及び GrsB の動態追跡を行った。その結




 本研究において、著者は夾雑系に存在する内在性 NRPS を迅速、簡便、高感度
に検出可能な A ドメインに対する活性部位指向型プローブを開発した。本プロー
ブ群は A ドメインの厳密な基質特異性を利用しているため、リガンド部のアミノ

















カーの導入部位は、A ドメインと AMP との共結晶構造からアデノシンの 2’-OH を
利用した。また、リンカー部には近傍の標的タンパク質と共有結合を形成するための
光反応性官能基と、共有結合形成後にクリックケミストリーにより様々なタグ分子(蛍
光標識、ビオチン)を導入可能な末端アルキンを導入した。グラミシジン S (GS) 合成
酵素の大腸菌組換えタンパク質 GrsA(A: L-Phe)を用いた A ドメインに対する阻害活
性評価･ラベル化実験を行い、高いラベル化効率を有するプローブ構造を見出した。 
 続いて、著者は、種々のアミノ酸をリガンド部に有する同様のプローブ分子を合成




た、グラミシジン S(GS)合成酵素である GrsA 及び 1 つのタンパク質中に 4 つの A
 ドメインを有する GrsB(A: L-Pro; L-Val; L-Orn; L-Leu)を標的とし、内在性 NRPS の





 さらに、著者は、本プローブ分子を用いて内在性 NRPS 活性のプロファイリングを
行った。GS 生産菌及び非生産菌の GS 産生と NRPS 活性の相関について検討した結
果、GS 産生と NRPS 活性は良い相関を示し、本プローブ分子が NRPS を指標とし
た天然有機化合物生産菌の分別や最適培養条件の探索に応用可能であることを明らか
にした。次に、GS 生産菌増殖過程における GrsA 及び GrsB の動態追跡を行った結




















要旨公表可能日：2016 年 6 月 22 日以降 
 
 
 
